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E x p e r i me n t 1 : E f f e c t s o f h i g h wa t e r t e mp e r a t u r e i n a r t i f ic i a l l y i n f e c t e d a n e mo n e f i s h
J u v e n i l e s p e c i f i c -p a t h o g e n -f r e e ( S P F ) a n e mo n e f i s h ( me a n b o d y l e n g t h = 2 c m) we r e o b t a i n e d f r o m t h e Ce n t r a l Re s e a r c h I n s t i t u t e o f t h e E l e c t r i c P o we r I n d u s t r y ( Ch i b a , J a p a n ) a n d t r a n s f e r r e d i n t o a c l o s e d r e -c i r c u l a ti n g t a n k a t t h e Un i v e r s i t y o f T o k y o . E . l e e i p a r a s i t e s we r e o b t a i n e d f r o m h e a v i l y i n f e c t e d o l i v e f l o u n d e r P a r a li c h t h y s o l i v a c e u s t h a t we r e c u l t u r e d a t a f a r m i n Mi y a z a k i P r e f e c t u r e , J a p a n . T h e i n f e c t e d i n t e s t i n a l t i ss u e s we r e f e d t o j u v e n i l e g r a s s p u f f e r T a k i f u g u n i p h ob l e s t o ma i n t a i n t h e i n f e c t i o n c y c l e i n o u r l a b o r a t o r y . We t h e n c o l l e c t e d 6 i n f e c t e d g r a s s p u f f e r a n d r e mo v e d a n d mi n c e d t h e d i g e s t i v e t r a c t . T h e mi n c e d t i s s u e wa s mi x e d wi t h a p o wd e r f e e d a n d u s e d t o i n f e c t t h e e x p e r ime n t a l a n i ma l s ( t h e r a t i o o f mi n c e d g u t t i s s u e / p o wd e r f e e d = 2 ) . T h e i n f e c t e d f e e d ( 4 . 5 g ) wa s d i v i d e d e q u a l l y i n t o 3 a l i q u o t s ( 1 . 5 g e a c h ) , wh i c h we r e f e d t o S P F a n e mo n e f i s h h e l d i n o n e o f t h r e e g l a s s t a n k s ( 5 5 L wa t e r v o l u me , n = 3 0 i n e a c h t a n k ) . Ea c h t a n k wa s e q u i p p e d wi t h a r e -c i r c u l a t i n g f i l t r a t i o n s y s t e m a n d a t h e r mo -r e g u l a t o r t o ma i n t a i n t h e wa t e r t e mp e r a t u r e a t 2 3°C. Du r i n g t h e e x p o s u r e , t h e f i l t r a t i o n s y s t e m wa s t u r n e d o f f f o r 2 h .
F o l l o wi n g i n f e c t i o n , wa t e r t e mp e r a t u r e i n t h e 3 t a n k s wa s ma i n t a i n e d a t e i t h e r 2 3°C ( t h e p o s i t i v e c o nt r o l ) , a t 3 0°C ( t h e h i g h t e mp e r a t u r e g r o u p ) , o r a t 2 3°C u n t i l d a y 2 0 p o s t -e x p o s u r e ( P E ) t h e n a t 3 0°C f r o m d a y 魚病研究 F i s h P a t h o l o g y , 4 9 ( 3 ) , 1 3 7 -1 4 0 , 2 0 1 4 . 9 © 2 0 1 4 T h e J a p a n e s e S o c i e t y o f F i s h P a t h o l o g y 
Y a e y a ma A g r i c u l t u r e , F o r e s t r y a n d F i s h e r i e s P r o mo t i o n
Ce n t e r , Ok i n a wa 9 0 7 -0 0 0 2 , J a p a n 2 Ok i n a wa P r e f e c t u r a l S e a F a r mi n g Ce n t e r , Ok i n a wa 9 0 5 -0 2 1 2 , J a p a n 3
Ok i n a wa P r e f e c t u r a l F i s h e r i e s Re s e a r c h a n d E x t e n s i o n
Ce n t e r , Ok i n a wa 9 0 1 -0 3 0 5 , J a p a n 4 ABS T RA CT -T h e e f f e c t o f e l e v a t e d wa t e r t e mp e r a t u r e o n t h e my x o s p o r e a n e ma c i a t i o n d i s e a s e c a u s e d b y E n t e r o my x u m l e e i wa s t e s t e d i n e x p e r i me n t a l l y i n f e c t e d a n e mo n e f i s h A mp h i p r i o n o c e l l a r i s a n d n a t u r a l l y i n f e c t e d Ma l a b a r g r o u p e r E p i n e p h e l u s ma l a b a r i c u s . A n e mo n e f i s h r e a r e d a t 3 0°C f o l l o wi n g i n f e c t i o n h a d s i g n i f i c a n t l y l o we r p a r a s i t e p r e v a l e n c e c o mp a r e d t o f i s h r e a r e d a t 2 3°C. A f t e r i n f e c t i o n i n a n e mo n e f i s h h e l d a t 2 3°C f o r 2 0 d a y s , e l ev a t i o n o f wa t e r t e mp e r a t u r e t o 3 0°C r e d u c e d t h e p r e v a l e n c e . Ho l d i n g i n f e c t e d Ma l a b a r g r o u p e r a t 3 0°C r e s u l t e d i n a c l e a r i n g o f E . l e e i wi t h i n 6 d a y s . Hi s t o p a t h o l o g i c a l o b s e r v at i o n s s h o we d t h a t E . l e e i wa s e l i mi n a t e d f o l l o wi n g e x f o l i at i o n o f t h e i n t e s t i n a l e p i t h e l i a l c e l l s .
Gr a d u a t e S c h o o l o f A g r i c u l t u r a l a n d L i f e S c i e n c e s , T h e Un i v e r s i t y o f T o k y o , T o k
A l t h o u g h f u r t h e r r e p l ic a t i o n o f t h e s t u d y wo u l d b e r e q u i r e d , t h e s e r e s u l t s s u g g e s t e d t h a t h i g h wa t e r t e mp e r a t u r e t r e a t me n t h a d a p r ev e n t i v e a n d t h e r a p e u t i c e f f e c t o n my x o s p o r e a n e ma c i a t i o n d i s e a s e .
Ke y wo r d s : E n t e r o my x u m l e e i , my x o s p o r e a n e ma c i a t i o n d i s e a s e , E p i n e p h e l u s ma l a b a r i c u s , h i g h wa t e r t e mp e r a t u r e t r e a t me n t , Amp h i p r i o n o c e l l a r i s
S h o r t c o mmu n i c a t i o n 2 1 P E ( t h e t e mp e r a t u r e i n c r e a s e g r o u p ) . A n e g a t i v e c o n t r o l c o n s i s t i n g o f 3 0 u n i n f e c t e d f i s h wa s a l s o r e a r e d i n a s e p a r a t e t a n k u n d e r e q u i v a l e n t c o n d i t i o n s a t 2 3°C . A l l f i s h we r e f e d d a i l y wi t h c o mme r c i a l f o o d . We s a mp l e d o n l y 5 f i s h e a c h o n d a y s 1 7 a n d 2 8 P E , b e c a u s e o f a c c i d e n t a l l o s s o c c u r r e d d u e t o a my l o o d i n i o s i s .
A l l s u rv i v i n g f i s h we r e r e mo v e d 3 2 d a y s PE a n d d i s s e c t e d , t h e i n t e s t i n e wa s e x c i s e d a n d e x a mi n e d f o r E . l e e i b y mi c r o s c o p i c o b s e r v a t i o n s o f we t mo u n t a n d Di f f Qu i ks t a i n e d i mp r i n t p r e p a r a t i o n s .
E x p e r i me n t 2 : E f f e c t o f d e c r e a s i n g r e a r i n g t e mp e r a t u r e f r o m 3 0°C t o 2 3°C o n a r t i f i c i a l l y i n f e c t e d a n e mo n e f i s h
T h e SPF a n e mo n e f i s h we r e o b t a i n e d f r o m t h e s a me s t o c k a s i n E x p e r i me n t 1 . E . l e e i we r e o b t a i n e d f r o m 1 7 e x p e r i me n t a l l y i n f e c t e d a n e mo n e f i s h . T h e d i g e s t i v e t r a c t s o f t h e s e f i s h we r e e x c i s e d , mi n c e d , a n d mi x e d wi t h a p o wd e r f e e d a n d u s e d t o i n f e c t t h e e x p e r ime n t a l f i s h ( t h e r a t i o o f mi n c e d t i s s u e / p o wd e r f e e d = 2 ) . T h e i n f e c t e d f e e d ( 1 . 5 g / g r o u p ) wa s e q u a l l y g i v e n t o 3 g r o u p s ( n = 2 2 e a c h ) o f S P F a n e mo n e f i s h h e l d i n 1 o f 3 g l a s s t a n k s ( 5 5 L wa t e r v o l u me ) u n d e r t h e s a me c o n d it i o n s ( a t 2 3°C) a s E x p e r i me n t 1 . Du r i n g t h e e x p o s u r e , t h e f i l t r a t i o n s y s t e m wa s t u r n e d o f f f o r 2 h .
T
h e wa t e r t e mp e r a t u r e i n t h e 3 t a n k s wa s s e t a t e i t h e r 2 3°C ( t h e p o s i t i v e c o n t r o l ) , 3 0°C ( t h e h i g h t e mp e r a t u r e g r o u p ) , o r a t 3 0°C u n t i l d a y 2 1 PE t h e n a t 2 3°C f r o m 2 2 d a y s PE ( t h e t e mp e r a t u r e d e c r e a s e g r o u p ) .
A n e g a t i v e c o n t r o l c o n s i s t i n g o f 2 2 u n i n f e c t e d f i s h wa s a l s o r e a r e d i n a s e p a r a t e t a n k u n d e r e q u i v a l e n t c o n d i t i o n s a t 2 3°C. A l l f i s h we r e f e d d a i l y wi t h c o mme rc i a l f o o d . T e n f i s h we r e s a mp l e d f r o m e a c h t a n k o n d a y 2 1 a n d 4 2 P E , b u t o n l y 5 f i s h we r e s a mp l e d f r o m t h e n e g a t i v e c o n t r o l g r o u p a t e a c h s a mp l i n g p o i n t . T h e i n t e s t i n e o f e a c h f i s h wa s e x c i s e d a n d e x a mi n e d f o r E . l e e i d e s c r i b e d a s E x p e r i me n t 1 .
E x p e r i me n t 3 : E f f e c t s o f h i g h wa t e r t e mp e r a t u r e i n n a t u r a l l y i n f e c t e d Ma l a b a r g r o u p e r
Di s e a s e d Ma l a b a r g r o u p e r ( 0 -y e a r o l d , me a n t o t a l l e n g t h 2 0 c m) c u l t u r e d a t a f a r m i n Ok i n a wa P r e f e ct u r e we r e t r a n s p o r t e d a l i v e t o t h e Ok i n a wa P r e f e c t u r a l F i s h e r i e s Re s e a r c h a n d E x t e n s i o n Ce n t e r . Up o n a r r iv a l , a l l f i s h wa s c o n f i r me d t o b e i n f e c t e d wi t h E . l e e i b e f o r e t h e e x p e r i me n t u s i n g t h e n o n -l e t h a l d i a g n o s t i c a s s a y d e s c r i b e d b e l o w . I n f e c t e d f i s h we r e s p l i t i n t o 2 g r o u p s ( n = 5 e a c h ) a n d h e l d s e p a r a t e l y i n 2 t a n k s ( 6 0 0 L wa t e r v o l u me ) . F i s h we r e i n d i v i d u a l l y d i s t i n g u i s h e d b y a d o r s a l f i n c u t . On e g r o u p o f Ma l a b a r g r o u p e r wa s r e a r e d a t 3 0°C, wh e r e a s t h e o t h e r g r o u p wa s r e a r e d i n a mb i e n t t e mp e r a t u r e ( 2 1°C-2 4°C; 2 3°C me a n t e mp e r a t u r e ) . T h e f i s h we r e r e a r e d i n s t a t i c f l o w a n d f e d wi t h c o mme r c i a l p e l l e t d i e t t wi c e a we e k . Ha l f o f t h e r e a r i n g wa t e r wa s r e n e we d e v e r y 1 -2 d a y s . On d a y 3 , 6 , a n d 9 , e v e r y f i s h wa s n o n -l e t h a l l y e x a mi n e d f o r E . l e e i a s d e s c r i b e d i n Y a n a g i d a e t a l . ( 2 0 0 5 ) .
Br i e f l y , f i s h we r e a n e s t h e t i z e d wi t h 0 . 0 1 % o f F A 1 0 0 ( 1 0 % s o l u t i o n o f e u g e n o l ) , t o t a l b o d y l e n g t h a n d b o d y we i g h t we r e me a s u r e d , a n d i n t e s t i n a l mu c u s s a mp l e s we r e o b t a i n e d u s i n g a s t e r i l e c o t t o n s wa b i n s e r t e d i n t o t h e a n a l o r i f i c e . S me a r s l i d e s o f t h e mu c u s s a mp l e s we r e p r e p a r e d a n d s t a i n e d wi t h Di f f -Qu i k , f o l
i me n t 3 -1 ( 3 0°C a n d a mb i e n t t e mp e r a t u r e ( 2 1°C-2 4°C; 2 3°C me a n t e mp e ra t u r e ) ) . F i v e f i s h f r o m e a c h g r o u p we r e s a mp l e d r a nd o ml y o n d a y s 3 a n d 6 , a n d t h e i n t e s t i n e wa s r e mo v e d .
A f t e r c h e c k i n g E . l e e i i n f e c t i o n i n Di f f -Qu i k s t a i n e d g u t i mp r i n t p r e p a r a t i o n s , t h e i n t e s t i n e s we r e f i x e d i n 1 0 % n e u t r a l i z e d f o r ma l i n , a n d e mb e d d e d i n p a r a f f i n . Hi s t op a t h o l o g i c a l s e c t i o n s we r e c u t a t 5 m m, s t a i n e d wi t h H & E , a n d o b s e r v e d b y l i g h t mi c r o s c o p y ( Ol y mp u s B X 6 0 ) , f o l l o we d b y p h o t o g r a p h o f t h e i ma g e s ( Ol y mp u s DP 2 0 ) ( E x p e r i me n t 3 -2 ) .
Re s u l t s a n d Di s c u s s i o n
I n E x p e r i me n t 1 , E . l e e i wa s d e t e c t e d c o n s i s t e n t l y a t a h i g h p r e v a l e n c e ( 8 7 %-1 0 0 %) i n t h e p o s i t i v e c o n t r o l g r o u p ( 2 3°C) , wh e r e a s t h e h i g h t e mp e r a t u r e g r o u p ( 3 0°C) h a d a s i g n i f i c a n t l y l o we r p r e v a l e n c e o f i n f e c t i o n ( 0 %-2 0 %) ( T a b l e 1 ) . Re l a t i v e l y f e w p a r a s i t e s we r e f o u n d i n t h e we t mo u n t a n d s me a r p r e p a r a t i o n s o f t h e h i g h t e mp e r a t u r e g r o u p c o mp a r e d t o t h e p o s i t i v e c o n t r o l . I n t h e e l e v a t e d t e mp e r a t u r e g r o u p , t h e p r e v a l e n c e o f T a b l e 1 . Pr e v a l e n c e o f i n f e c t i o n ( n u mb e r o f i n f e c t e d f i s h / n u mb e r o f e x a mi n e d f i s h ) wi t h E n t e r o my x u m l e e i i n a n e mo n e f i s h h e l d a t 2 3°C o r 3 0°C f o r 3 2 d a y s p o s t i n f e c t i o n o r a t 2 3°C f o r 2 0 d a y s t h e n 3 0°C u n t i l 3 2 d a y s p o s t i n f e c t i o n ( E x p e r i me n t 1 ) D a y s p o s t -e x p o s u r e ( P E ) o f E . l e e i E x p e r i me n t a l g r o u p s ( wa t e r t e mp e r a t u r e )
3 2 2 8 1 7 1 3 / 1 5 5 / 5 5 / 5 P o s i t i v e c o n t r o l ( 2 3°C) 1 / 7 * 0 / 5 * 1 / 5 * Hi g h wa t e r t e mp e r a t u r e ( 3 0°C) 2 / 7 * 1 / 5 * 4 / 5 T e mp e r a t u r e i n c r e a s e d f r o m 2 3°C t o 3 0°C o n d a y 2 1 P E 0 / 5 0 / 5 0 / 5 Ne g a t i v e c o n t r o l ( 2 3°C) * S i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m t h e p o s i t i v e c o n t r o l ( Ch i -s q u a r e a n a l y s i s , p < 0 . 0 1 ) . i n f e c t i o n wa s 8 0 % a f t e r r e a r i n g f o r 1 7 d a y s a t 2 3°C , b u t d e c r e a s e d n o t i c e a b l y a f t e r t h e t e mp e r a t u r e i n c r e a s e d t o 3 0°C. P a r a s i t e s we r e n o t o b s e r v e d i n a n y n e g a t i v e c o n t r o l f i s h .
I n E x p e r i me n t 2 , p a r a s i t e p r e v a l e n c e i n t h e p o s i t i v e c o n t r o l g r o u p ( 2 3°C) wa s 1 0 0 % a t 2 1 a n d 4 2 d a y s P E ( T a b l e 2 ) . T wo f i s h d i e d i n t h e p o s i t i v e c o n t r o l g r o u p a t 3 8 a n d 4 0 d a y s P E ( o n e f i s h e a c h d a y ) . No f i s h d i e d i n a n y o t h e r t r e a t me n t g r o u p . I n f i s h i n i t i a l l y r e a r e d f o r 2 2 d a y s a t 3 0°C, f o l l o we d b y 2 0 d a y s a t 2 3°C, p a r a s i t e p r e v a l e n c e wa s l o w ( 1 0 % a t 2 1 d a y s PE; 2 0 % a t 4 2 d a y s PE) . P a r a s i t e s we r e n o t o b s e r v e d i n t h e h i g h t e mp e r a t u r e g r o u p o r n e g a t i v e c o n t r o l s .
h e s e r e s u l t s s u g g e s t e d t h a t d e v e l o p me n t o f E . l e e i wa s s u p p r e s s e d b y r e a r i n g a t 3 0°C. Ho we v e r , c o n s i d e r i n g t h e v a r i a b i l i t y o f t h e d a t a a n d t h e p o s s i b l e t a n k e f f e c t , f u r t h e r r e p l i c a t i o n o f t h e s t u d y wo u l d b e r e q u i r e d t o r e a c h t h e c o n c l u s i o n . T h e d e c l i n e i n p r e v al e n c e i n t h e t e mp e r a t u r e i n c r e a s e g r o u p i n E x p e r i me n t 1 a l s o s u g g e s t s t h a t e l e v a t e d t e mp e r a t u r e h a s a t h e r ap e u t i c e f f e c t i n d i s e a s e d f i s h .
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